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Der fremstilles p 3 yre ved at lithiump ! der even-

i ¢ dehaldend

tuelt er isoleret ved ekstraktion fra et dyrkni
pseudomonsyre, hydrolyseres. Dyrkningsmediet er fortrinsvis et

medium, pd eller i hvilket der er dyrket yreproducerende
bakteri , ismr Pseud fluorescens NCIB. 10586.
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Den foreliggende opfindelse angér en sarlig fremgangsmade til frem-

stilling af pseudomonsyre.

Pseudomonsyre er forbindelsen med formlen |

H
HO
CH3 N
Coo (CHZ) 8COOH
CH
3 CH3
I

OH

Det beskrives i britisk patentskrift nr. 1.395.907, at denne forbind-
else har antibakteriel virkning, og at den derfor er veardifuld i
behandlingen af bakterielle infektioner i mennesker og dyr. Den
fremgangsmade, der beskrives i britisk patentskrift nr. 1.395.907 til
fremstilling af pseudomonsyre, omfatter isolering af en blanding, der
indeholder de principielle aktive syrebestanddele’ fra et dyrknings-
medium, hvorpd eller hvori Pseudomonas flourescens er dyrket under
aerobe betingelser. Det fgrste trin i fler-trinsfremgangsmaden bestar
i, at urenheder udfaldes fra kulturoplgsningen ved tilsetning af
bariumioner. Dette trin er ifglge det i det britiske patentskift be-
skrevne et vasentligt trin. Pseudomonsyren forbliver i oplgsningen og
renses derefter yderligere ved ekstraktion i et organisk oplgsnings-
middel. Efter tilbageekstraktion med vand kan der fas salte af pseu-
domonsyre, og i det britiske patentskrift nzvnes specifikt natrium-

saltet. Pseudomonsyre kan derefter dannes ud fra saltet.

Den foreliggende opfindelse bygger pa den erkendelse, at anvendelse
af bariumioner kan udelades, nar der anvendes lithiumsait. Denne
fordelagtige udeladelse skyldes lithiumsaltets uventede egenskaber,
idet lithiumpseudomonat udfeldes i en meget ren, stabil krystallinsk
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form. Pseudomonsyre fremstilles ifplge opfindelsen ved hydrolyse af

lithiumpseudomonsyre.

Lithiumsaltet af pseudomonsyre (i det efterfglgende benavnt lithium-
pseudomonat) er en hidtil ukendt forbindelse. Selv om natriumsaltet af
pseudomonsyre beskrives i britisk patentskrift nr. 1.395.907, er
anvendelsen af lithiumsaltet hverken beskrevet eller gjort narliggende
derved. Medens natriumsaltet, som er det narmest beslagtede alkali-
metalsalt, er en amorf og hygroskopisk forbindelse, er lithiumpseu-
domonat overraskende stabilt, krystallinsk og ikke-hygroskopisk.
Desuden er lithiumsaltet langt mindre oplgseligt end natriumsaltet.
Disse egenskaber kunne ikke forudsiges pa grundlag af britisk patent-
skrift nr. 1.395.907 og ger lithiumpseudomonat til et nyttigt mellem-

produkt til isoleringen eller rensningen af pseudomonsyre.

Lithiumpseudomonat kan fremstilles ved, at et rapraparat, der inde-
holder pseudomonsyre, ekstraheres med et polart, organisk, med
vand ikke-blandbart oplgsningsmiddel, hvori pseudomonsyre er op-
Ipselig, ekstrakten behandles med et lithiumsalt, som er i det mindste
lidt oplgseligt i det med vand ikke-blandbare oplgsningsmiddel, og det

resulterende lithiumpseudomonat isoleres.

Lithiumpseudomonatet kan derpa hydrolyseres til den fri syre, pseu-
domonsyre, eller det kan omdannes til et andet salt deraf ved konven-

tionelle teknikker.

Det er sarlig hensigtsmassigt at isolere pseudomonsyre i form af sit
lithiumsalt fra et dyrkningsmedium, hvorpa eller hvori pseudomon-
syreproducerende bakteriestammer er dyrket. | dette tilfalde gas der

mest hensigtsmassigt frem pa den nedenfor beskrevne made.

En pseudomonsyreproducerende bakterie, i almindelighed en bakterie-
stamme af slagten Pseudomonas, dyrkes ved en standardmetode under
aerobe betingelser i eller pd et egnet dyrkningsmedium. Sadanne
dyrkningsmedier er almindeligt kendte og indeholder uorganiske salte
og kilder for assimilerbart nitrogen og carbon. Det er mest hensigts-

massigt at anvende bakterien Pseudomonas fluorescens. En egnet
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offentlig tilgengelig stamme er Pseudomonas fluorescens NCIB 10586.
Mikroorganismen lades vokse, indtil der er en passende mangde
pseudomonsyre til stede i dyrkningsmediet. Faste partikler kan derpa
fijernes fra mediet ved filtrering eller centrifugering, hvorved fas en
klar vaeske. Den klare vaskes pH-vardi indstilles til 3,0-5,0, hen-

sigtsmassigt ca. pH-vardi 4,5.

Denne syrnede vandige oplgsning ekstraheres derpad med et polart,

organisk, med vand ikke-blandbart oplgsningsmiddel. Der foretrakkes

aprote oplgsningsmidler. Oplgsningsmidlet ber have en tilstrekkelig

polaritet til at oplgse pseudomonsyren i tilstrekkelig grad. Egnede

oplgsningsmidler er f.eks. ethylacetat, butanol, methylisobutylketon

(MIBK) eller methylendichlorid. Der kan alternativt anvendes blan-
O

dede oplgsningsmidler, f.eks. ether, der indeholder ca. 5% ethanol.
Et foretrukket oplgsningsmiddel er methylisobutylketon.

Det volumen oplgsningsmiddel, der anvendes til ekstraktionen, bgr
holdes pa et minimum, medens der sikres god fysisk adskillelse mellem
de to faser. Nar der ekstraheres en dyrkningsvaske, er et passende
volumen fra 1/2 til 1/6, fortrinsvis 1/4 af volumenet af den vaske,

der skal ekstraheres.

Det er ofte fordelagtigt at vaske ekstrakten med saltoplgsning, f.eks.
under anvendelse af et volumen pa 1/10 af ekstraktvolumenet for at

reducere vandmeaengden i ekstrakten.

Det naste trin i fremgangsmaden er at behandle ekstrakten med et
lithiumsalt. Det anvendte lithiumsalt bgr ideelt vare mere oplgseligt i
oplgsningsmidlet end lithiumpseudomonat. Det er fortrinsvis lithium-
saltet af en organisk carboxylsyre, f.eks. et salt af en alkansyre med
den almene formel |l

-+
R - COOLI I

hvor R betegner en alkylgruppe, der f.eks. indeholder fra 1 til 20

carbonatomer, fortrinsvis fra 1 til 8 carbonatomer.
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Eksempler pad egnede lithiumsalte er acetatet, propionatet og hexa-

noatet, idet et foretrukket salt er lithium-2-ethylhexanoat.

Lithiumsaltet kan sattes til ekstrakten i fast form, men det fore-
treekkes at tilsztte det som en koncentreret oplgsning i et co-oples-
ningsmiddel, som oplgser lithiumsaltet, men som i det vasentlige ikke
solubiliserer lithiumpseudomonat. Sadanne co-oplgsningsmidler er

f.eks. ethanol og, fortrinsvis, methanol.

Det foretrekkes almindeligvis at anvende ca. 10%'s overskud af
lithiumsalt og langsomt at tilsztte en oplgsning af saltet til ekstrak-
ten. | de fleste tilfelde vil lithiumpseudomonatet krystallisere ud, en
proces, som lettes ved at afkgle til ca. 0-5°C. Lithiumpseudomonatet
kan isoleres ved konventionelle teknikker. Det kan vare fordelagtigt,
efter isoleringen af den fgrste mangde lithiumpseudomonat, at kon-

centrere og isolere et yderligere udbytte.

Da lithiumpseudomonat ikke er hygroskopisk, kan det tgrres i en
luftovn. Dette er ikke muligt med natriumpseudomonat og heller ikke
med pseudomonsyre selv, som det er vanskeligt at tgrre pa anden

made end i en vakuumovn eller meget forsigtigt ved lav temperatur.

Lithiumpseudomonatet hydrolyseres til den fri syre selv ved konven-
tionelle teknikker, f.eks. ved syrning og ekstraktion med et organisk

oplgsningsmiddel.

Fremgangsmaden ifglge den foreliggende opfindelse belyses nazrmere

ved nedenstidende eksempel.

EKSEMPEL

Isolering af lithiumpseudomonat.

Et dyrkningsmedium, der indeholder pseudomonsyre, syrnes til pH-
vaerdi 4,5 under anvendelse af 20%'s saltsyre og ekstraheres med 1/4

af sit eget volumen methylisobutylketon. Methylisobutylketonekstrakten
vaskes med 1/10 af sit eget volumen mattet saltoplgsning. Pseudomon-

- syreindholdet er i dette trin 2500 ng/ml og vandindholdet er 1,0%.
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Til 10 liter af methylisobutylketonekstrakten sattes drabevis en op-
lpsning af 9,0 g lithiumethylhexanoat i 35 ml methanol i Igbet af 0,5
time ved stuetemperatur, og blandingen omrgres i yderligere 1 time
ved 20°C og derpd i 1 time ved 5°C. Det udfeldede produkt isoleres
ved filtrering, vaskes med methylisobutylketon og lufttgrres ved
50°C, hvorved fas 26,5 g (90% af det teoretiske) lithiumpseudo-
monat, smeltepunkt 169°C, renhed 87%.

Omdannelse til pseudomonsyre.

10 g af det ovenfor vundne lithiumpseudomonat oplgses i 200 m! vand.
Der tilszttes 85 ml methylisobutylketon, og pH-vardien indstilles til
4,0 med 4N saltsyre.

Den gvre methylisobutylketonfase fraskilles og tgrres over vandfrit
natriumsulfat, og den frie syre udfzldes ved tilsetning af 130 ml
heptan. Efter afkgling til 5°C isoleres pseudomonsyre ved filtrering.
Herved fas 8,0 g (85% af det teoretiske), smeltepunkt 77-78°C,
renhed 90%.

PATENTKRAV

Fremgangsmade til fremstilling af pseudomonsyre,
kendetegnet ved, at lithiumpseudomonat hydrolyseres.
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